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(54) Title: USE IN COSMETICS OF A PROTEIN FRACTION EXTRACTED FROM OKRA SEEDS 

(54) Titre: UTILISATION D'UNE FRACTION PROTEIQUE EXTRAITE DE GRAINES D'HIBISCUS ESCULENTUS EN COSME- 
TIQUE 

(57) Abstract 

The invention concerns the use of at least one protein fraction extracted from okra seeds and a cosmetic composition containing same. 
It concerns the use of a soluble protein fraction extracted from Hibiscus esculentus or Okra seeds as a substitute for casein in a cosmetic 
^position or product, said composition comprising between 0.01 % and 50.00 % of said fraction. 

(§7) Abrege 

La prdsente invention a pour objet une utilisation d'au moins une fraction protdique extraite de graines d'Hibiscus esculentus et une 
composition cosmetique comportant une telle fraction. Utilisation d'au moins une fraction proteique soluble extraite de graines d Hibiscus 
esculentus ou Okra en tant que substitut de cas6ine dans une composition ou un produit cosm6tique, ladite composition comportant entre 
0,01 % et 50,00 % de ladite fraction. 
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UTILISATION D'UNE FRACTION PROTEIQUE EXTRAITE DE G RAINES D'HIBISCUS 
ESCULENTUS EN COSMETIQUE 

La presente invention conceme le domaine de la cosmetologie, 
notamment les applications cutanees et capillaires, et a pour objet l'utilisation d'au 
moins une fraction proteique extraite d'Hibiscus esculentus ainsi qu'une 
composition comportant au moins un tel extrait. 

5 L'Hibiscus esculentus (Abelmoshus esculentus ou okra - famille des 

Malvacees) est une plante d'origine africaine, introduce aux Etats-Unis et aux 
Indes de lTEst sous le nom espagnol de gumbo. C'est une des especes botaniques 
cultivee pour ses gousses depuis plus de 2000 ans. 

L'okra pousse dans de nombreuses regions du monde, telles que 

10 l'lnde, la Malaisie, les Philippines, l'Amerique (Middle-West), les regions 
mediterraneennes, l'Afrique et, plus generalement, au niveau des regions 
tropicales. 

Les fruits (gousses), consommes a 1'etat jeune comme legumes, sont 
longs, verts et effiles ; ils presentent une saveur delicate et une texture interne 
15 mucilagineuse. 

En dehors des gousses, interessantes par le mucilage qu'elles 
contiennent, les graines d'Hibiscus esculentus ont egalement fait l'objet d'etudes 
afin d'etudier leur potentiel comme source nouvelle de proteines. 

A cet effet, la composition chimique de la graine entiere de 
20 differentes varietes d'okra (enveloppe + endosperme) a ete determinee. 

De meme, les proprietes (solubilite proteique, composition en acides 
amines, capacite tfemulsion, capacite de moussage, valeur nutritionnelle) de 
differents produits obtenus a partir des graines (farine entiere preparee a partir de 
graines depelliculees, farine delipidee, concentre et isolat proteique) ont ete 
25 etudies dans un but alimentaire (voir par exemple BRYANT LA, 
MONTECALVO J, MOREY KS, LOY B : "Processing, functional and nutritional 
properties of Okra seed products", Journal of food science, vol 53 n° 3, 818-816). 

La graine d'Okra contient par rapport a la matiere seche 
principalement les substances suivantes en % en poids : 
30 - 1 7,7 a 2 1 ,8 % de proteines, 

- 14,7 a 20,06 % de lipides, 

- 4,33 a 4,62 % de cendres, 

- 6,84 a 7,92 % d'eau, 
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- 0,0032 % de gossypol, 

et notamment a 1'etat de de traces, les substances suivantes : 

- Calcium : 282,26 mg/lOOg, 
-Fer : 10,26 mg/lOOg, 

- Thiamine : 0,69 mg/lOOg, 

- Riboflavine : 0,14 mg/lOOg, 

- Niacine : 4,01 mg/lOOg, 

- a-tocopherol : 30,4 mg/lOOg. 

(Voir a ce sujet KARAKOLTSIDIS PA, CONSTANTIDINES SM : 
"Okra seed : a new protein source", J. Agic Food Chem., 1975, 23 n° 6, 1204- 
1207 / WANDA WI AL : "Chemical composition of seeds of two okra cultivars 
Abelmoschus esculentus", Journal of agricultural and food chemistry, 1983, 31 n° 
6,1355-1358). 

La composition en acides amines des proteines de la graine 
d'Hibiscus esculentus concentres ou des isolats proteiques est voisine de celle des 
proteines de soja et proche de celle de la caseine (voir tableau ci-dessous). 



Acide 


Hibiscus 


Hibiscus 


Concentre 


Isolat 


Soja 


Caseine 


amine 


(graines) 


(graines) 


proteique 


proteique 


(graine) 




g/16g 


KARAKOLTSI- 


BRYANT 


BRYANT 


BRYANT 


KARAKO- 


KARAKO- 


d'azote 


DIS et al 


etal 


LA et al 


LA et al 


TSIDIS et 


TSIDIS et 




MANDAWI AL 








al 


al 


Asp 


11,82 a 15,47 


11,57 


10,89 


12,12 


17,00 


7,11 


Thr 


3,02 a 4,38 


2,86 


3,37 


2,90 


5,47 


4,65 


Ser 


1 5,25 a 6,71 


5,07 


5,23 


4,97 


7,42 


6,02 


Glu 


20,48 a 22,08 


15,91 


19,15 


17,35 


21,05 


21,19 


Pro 


3,83 a 6,06 


3,79 


4,88 


4,98 


7,71 


11,54 


Gly 


5,79 a 6,66 


4,78 


7,77 


4,16 i 


4,32 


1,97 


Ala 


5,89 a 6,66 


4,83 


4,53 


4,59 


6,13 


3,07 


! Val 


4,0 a 6,4 


4,24 


4,42 


4,33 


5,26 


6,72 


Cys 


1,54 a 2,53 


3,63 


1,89 


1,90 


1,61 


0,36 I 


Met 


1,29 a 1,85 


1,83 


2,18 


2,21 


1,25 


2,78 


He 


3,15 a 4,65 


2,96 


3,06 


3,13 


4,46 


5,40 


Leu 


6,68 a 8,47 


6,21 


6,96 


6,97 


9,35 


9,49 


Tyr 


3,6 a 3,83 


3,46 


5,15 


4,03 


3,72 


5,81 
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Phe 


3,93 a 4,7 


4,41 


4,80 


4,85 


5,26 


5,23 


Lys 


7,24 a 8,9 


6,22 


6,19 


6,47 


8,00 


8,80 


His 


1,78 a 2,99 


2,34 


3,61 


3,83 


2,67 


2,91 


Arg 


11,04 a 12,46 


11,17 


10,02 


9,98 


10,07 


3,74 


Trp 


0,85 a 0,96 


2,02 


2,57 


2,03 


nd 


nd 



Par rapport a la caseine, on note notamment des teneurs voisines en 
threonine, en serine, en acide glutamique, en valine, en isoleucine, en leucine, en 
phenylalanine, en lysine et en histidine. 
5 Les differents travaux precites mettent done en evidence l'interet des 

frames d'Hibiscus esculentus comme sources potentielles de proteines d'un point 

do vuc alimentaire. 

Par ailleurs, on connait egalement l'utilisation a des fins 
dcrmatologiques d'un produit liquide visqueux obtenu par extraction a chaud et/ou 

|C> mhis prcssion des fruits d'Hibiscus esculentus (FR-A-2 679 443), ainsi que 
I utilisation d'un materiau poudreux compose de polysaccharide extrait de graines 
miniatures d'Hibiscus esculentus dans un produit cosmetique (JP-A-57/ 199969). 

Or, les* inventeurs ont constate qu'il etait possible d'utiliser 
directement des extraits de graines d'Hibiscus esculentus en cosmetique et que 

15 l'utilisation d'au moins une fraction proteique, preferentiellement soluble, extraite 
de graines d'Hibiscus esculentus ou Okra, notamment en tant que substitut de 
caserne, dans une composition ou un produit cosmetique permettait d'obtenir une 
composition ou un produit presentant des proprietes specifiques surprenantes et 
avantageuses. 

20 Ainsi, il a ete constate un fort pouvoir nutritif cellulaire, un effet 

adoucissant et biofilmogene, des effets conditionneurs, restructurants et 
reparateurs, ainsi que des effets anti-irritant, photoprotecteur, apaisant et anti- 

vieillissement cutane. 

Les extraits precites peuvent etre utilises non seulement pour des 

25 applications de soins et d'hygiene de la peau (produits pour le visage ou pour le 
corps, produits de jour ou de nuit, produits solaires, produits d'hygiene anti-rides, 
produits amincissants), mais egalement dans le domaine des soins et de l'hygiene 
capillaires (lotions ou shampooings ; cremes ; mousses ; produits protecteurs, 
reparateurs, adoucissants, filmogenes et photoprotecteurs ; produits pour 

30 permanentes et de coloration). 
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La preparation des proteines peut etre realisee par les techniques 
conventionnelles detraction des proteines vegetales et de preparation des 
concentres ou isolats proteiques, connus de rhomme de l'art et decrits notamment 
dans Tarticle de BRYANT LA, MONTECALVO J, MOREY KS et LOY B 
5 precite. 

La matiere premiere est constitute par des graines ou de la farine de 
graines d'Hibiscus esculentus (teneur en proteines = 21,6 % par rapport a la 
matiere seche). 

La farine ainsi obtenue peut etre delipidee par extraction dans de 
1 0 I'hexane a 45° C (avantageusement 3 extractions successives). 

Le rendement en huile est de 16,2 a 23,9 % en poids selon que 1'on 
part d'une farine de graines "totale" ou d'une farine de graines partiellement 
debarrassee des enveloppes ou coques par tamisage. 

Les farines delipidees et partiellement debarrassees des coques des 
graines contiennent entre 37 et 44 % en poids de proteines (N x 6,25). 

A litre d'exemples illustratifs et non limitatifs, on decrira ci-apres 
differents precedes d'obtention et de preparation d'extraits de graines d'Hibiscus 
esculentus ou Okra. 

Exemple. 1 • 

On ajoute 100 g de farine enrichie (debarrassee partiellement des 
debris de coques) non d61ipidee dans un litre des milieux suivants : 

- eau distillee, 

- eau distillee contenant 1 g/1 de NaCl, 

- eau distillee contenant 5 g/1 de NaCl, 
25 - eau distill6e contenant 10 g/1 de NaCl. 

Apres 15 minutes d'agitation, le pH de la solution est ajuste a 9 avec 

NaOH 4 N. 

L'extraction est menee pendant une heure et demi a temperature 
ambiante en maintenant le pH a 9. 

Apres centrifugation, la couche lipidique superieure est eliminee et le 
surnageant aqueux est recueilli. 

Le surnageant de couleur jaune d'or est ajuste a pH = 7,5, puis filtre 
jusqu'a 0,22 M m ; on note que plus la teneur en sels du solvant est importante, plus 
la filtration est facile. 

La teneur en proteines du filtrat est determinee par la m&hode du 
Biuret. Les surnageants restent opalescents. 

On obtient les resultats suivants : 



20 



30 



35 
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Solvant d'extraction 


Proteines dans l'extrait 
filtre Biuret (g/1) 


Eau distillee 


16,9 


NaCl 1 g/1 


13,3 


NaCl 5 g/1 


9,5 


NaCl 10g/l 


10,2 



10 



Exemple 2 : 

On ajoute dans 250 ml d'eau distillee contenant 5 g/1, de chlorure de 
sodium, 25 g de farine delipidee enrichie (debarrassee des debris des coques). 

Apres 15 minutes d'agitation, le pH de la solution est ajuste selon 
l'essai aux pH suivants : 6-6,5-7-7,5. 

L f extraction est menee pendant une heure a temperature ambiante. 

Apres centrifugation, le surnageant est recupere puis filtre sur 5|nm. 

On obtient les resultats suivants : 



pH 


Proteines Biuret (g/1) 


Proteines (N x 6,25) (g/1) 


6 


12,5 


13,8 


6,5 


13,3 


14,8 


7 


14,6 


15,1 


7,5 


15,5 


16,1 



Exemple 3 : 

1 5 On ajoute, dans 250 ml d'eau distillee contenant 5g/l de chlorure de 

sodium, 25 g de farine delipidee enrichie. 

Apres 15 minutes d'agitation, le pH de la solution est ajuste a 8. 

L'extraction est menee pendant 6 heures a temperature ambiante. 

Apres centrifugation, le surnageant est recupere et le pH ajuste a 7,5, 
20 puis la solution est filtree sur 5|im. 

On obtient les resultats suivants : 



25 
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Dur6e (heures) 


Proteines Biuret (g/1) 


2 


18,45 


4 


20,3 


1 6 


19,7 



Exemple 4 : 

On ajoute dans 250 ml d'eau distillee contenant 5 g/1 de chlorure de 
sodium, 25 g de farine delipidee enrichie. 
5 Apres 15 minutes d'agitation, le pH de la solution est ajuste a pH 7,5. 

L'extraction est menee pendant 6 heures a 45° C. 

Apres centrifugation, le surnageant est recupere, son pH est ajuste a 
7.5, puis la solution est filtree sur 5\xm. 

On obtient les resultats suivants : 

10 



Duree (heures) 


Proteines Biuret (g/1) 


2 


18,0 


4 


18,1 


6 


13,8 ' 



Exemple 5 : 

On ajoute dans 31 d'eau distillee contenant 5 g/1 de chlorure de 
sodium, 300 g de farine delipidee enrichie. 
1 5 Apres 15 minutes d'agitation, le pH de la solution est ajuste a pH 7,5. 

L'extraction est menee pendant 2 heures a 50° C. 
Apres centrifugation, le surnageant est recupere puis filtre sur 5pm. 
On obtient les resultats suivants : 
Proteines Biuret : 13,7 g/1 
20 Proteines kjeldahl : 14,6 g/1 

Un litre de surnageant est preleve et son pH est ajuste a 4,5 avec de 
Tacide sulfurique 4N. 

Apres 30 minutes d f agitation, la solution est centrifugee et le 
precipite est recueilli, puis lave par de l'eau a pH 4,5. D est ensuite lyophilise : on 
25 obtient une poudre dont la teneur en proteines est de 85,3 % en poids. 
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Exemple 6 : 

On ajoute, sous agitation dans un reacteur thermostate, 600 g de 
farine delipidee enrichie dans 6 litres d'eau distillee contenant 5g/l de NaCl. Le pH 
mesure est ajuste a 7,5. 
5 La solution est pompee par l'intermediaire d'une pompe peristaltique 

dans un tube ultrasonique a passage integral (puissance des ultrasons 600 W - 
frequence 20 000 Hz), le debit etant de 60 1/h. 

Deux passages discontinus par charges successives sont realises 
(l'extrait est recueilli apres passage dans le tube ultrasonique dans un second 
10 reacteur). 

Apres centrifugation, puis filtration sur 5|im, on obtient les resultats 

suivants : 

- proteines de l'extrait apres le premier passage : 14,2 g/1 

- proteines de l'extrait apres le deuxieme passage : 15,2 g/1 
15 Exemple 7 : 

On ajoute dans un reacteur thermostate sous agitation, 300 g de 
farine delipidee enrichie dans 6 litres d'eau distillee contenant 5 g/1 de NaCl. Le 
pH mesure est ajuste en continu a 7,5. 

La solution est introduite pendant une heure, en continu et en circuit 
20 ferme, dans le tube ultrasonique a passage integral de l'exemple 6 (puissance des 
ultrasons : 700 W - frequence : 20 000 Hz), le debit etant de 60 1/h. 

Une circulation d'eau froide permet de maintenir la temperature de la 
solution dans la cuve a environ 33° C. 

Des prelevements sont effectues apres 15 min, 30 min et 45 min 

25 d'extraction. 

Apres centrifugation, puis filtration sur 5 urn des extraits, on obtient 
les resultats suivants : 



Duree d'extraction (min) 


Proteines dans l'extrait filtre 
Biuret (g/1) 


15 


8,23 


30 


8,56 


45 


8,89 


60 


9,89 
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Exemple 8 : 

Dans un reacteur, on introduit 25,0 Kg d'eau distillee et on realise 
successivement les operations suivantes : 

- disperser sous agitation 2,5 Kg de farine totale obtenue par broyage 
5 de graines d'Hibiscus entieres, 

- ajuster le pH a 9, avec NaOH 4N, apres 15 minutes de dispersion, 

- extraire sous agitation pendant 2 heures a temperature ambiante en 
maintenant le pH a 9 par ajout de NaOH 4N, 

- centrifuger pendant 10 minutes a 5000 g, 
10 - recuperer le surnageant beige trouble, 

- ajuster le pH a 7,5 par addition de H2S04 4N, 

- centrifuger, 

- clarifier par une nouvelle centrifugation, 

- recuperer le surnageant opalescent, 
1 5 - filtrer jusqu'a 0,5 jum, 

- recuperer le surnageant, 

- atomiser. 

On peut alors recuperer une poudre beige clair avec un rendement 
d'atomisation de 62,7 % en poids. 
20 Exemple 9 : 

En premiere variante de 1'exemple 8, on peut egalement realiser les 
operations suivantes : 

- ajuster le pH d'une partie de l'extrait prepare selon 1'exemple 8 a 4,1 
par addition de H2S04 4N, 

25 - laisser reposer a + 4° C (formation d'un precipite - environ 50 % du 

volume total), 

- centrifuger a 5000 g pendant 15 mn, 

- laver les culots avec de l'eau distillee a pH = 4, 1 , 

- centrifuger a 5000 g pendant 15 mn, 
30 - recueillir le precipite, 

reconstituer le precipite dans de l'eau distillee (10 % du volume 
avant precipitation), 

- ajuster le pH a 7,5 en ajoutant sous agitation NaOH 4N, 

- homogeneiser pour favoriser la solubilisation et l'homogeneisation, 
35 - centrifuger pendant 10 min a 5000 g pour eliminer l'insoluble, 

- atomiser le concentre proteique (rendement de Tatomisation sur la 
base de l'extrait sec : 82,90 % en poids). 
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Exemple 10 : 

En seconde variante de 1'exemple 8, on peut realiser les operations 

suivantes : 

- ajuster le pH d'une partie de l'extrait prepare selon 1'exemple 8 a pH 
5 5 par addition de H2S04 4N, 

- laisser reposer une heure a temperature ambiante, 

- centrifuger, 

- recueillir le precipite, 

- reconstituer le precipite dans 10 % du volume avant precipitation 
10 sans effectuer l'etape de lavage, 

- ajuster le pH a 7,5 en ajoutant sous agitation NAOH 4N, 

- homogeneiser pour favoriser la solubilisation et l'homogeneisation, 

- centrifuger pendant 10 min a 5000 g pour eliminer l'insoluble, 

- atomiser le concentre proteique. 

15 L'analyse en permeation de gel sur colonne du type superose 12 HR 

des fractions extraites par les differentes methodes decrites ci-dessus permet de 
caracteriser au moins 6 fractions differentes comme le montrent les diagrammes 
des figures 1 a 6 des dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente la repartition des poids moleculaires des 
20 proteines d'un extrait de farine de graines entieres d'Hibiscus esculentus 

(extraction : 2 heures a temperature ambiante dans l'eau, pH = 9), 

- la figure 2 represente la repartition des poids moleculaires des 
proteines d'un extrait de farine de graines decortiquees d'Hibiscus esculentus 
(extraction : 1,5 heure a temperature ambiante dans 1'eau, pH = 9), 

25 - la figure 3 represente la repartition des poids moleculaires des 

proteines d'un extrait de farine de graines decortiquees d'Hibiscus esculentus 
(extraction : 1,5 heure a temperature ambiante dans du NaCl 10g/l, pH = 9), 

- la figure 4 represente la repartition des poids moleculaires des 
proteines d'un extrait de farine de graines decortiquees d'Hibiscus esculentus 

30 (extraction dans un tube a ultrasons, 1 heure dans du NaCl 5g/l, pH = 7,5), 

- la figure 5 represente la repartition des poids moleculaires des 
proteines d'un concentre proteique obtenu par precipitation a pH = 4,1 d'un extrait 
de farine de graines entieres d'Hibiscus esculentus, et, 

- la figure 6 represente la repartition des poids moleculaires des 
35 proteines d'un concentre proteique obtenu par precipitation a pH = 5 d'un extrait 

de farine de graines entieres d'Hibiscus esculentus. 
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Le tableau recapitulatif suivant (en deux parties) montre la 
repartition des differentes fractions proteiques extraites. 



Conditions 
d'extraction 


pH = 9 

eau ! 


pH = 9 
NaCl 1*/1 


pH = 9 
NaCl 5g/l 


pH = 9 
NaCl 10g/] 


pH = 6,5 
NaCl 5g/l 


pH = 8 
NaCl 5g/l 














4h 


PM > 500 000 Da 


13,7 


9,8 


4,4 


3,7 


2,9 


2,7 


PM compris entre 
100 000 et 500 000 Da 


12,2 


11,2 


10,7 


14,4 


9,7 


17,3 


PM compris entre 
30 000 et 100 000 Da 


4 


3,3 


7,6 


7,7 


14,7 


7,9 


PM compris entre 
5 000 et 30 000 Da 


41,2 


44,7 


46,3 


51,2 


49,6 


45,9 


PM inferieur ou 
egal a 5 000 Da 


28,9 


31 


31 


23 


23,1 


26,2 



Conditions 
d'extraction 


pH = 7,5 
NaCl 5g/l 


pH = 7,5 
NaCl 5g/l 


pH = 7,5 
NaCl 5g/l 


pH = 9 
H?0 


Concentre 
proteique 


Concentre 
proteique 




6h 


15 min US 


60 min US 


farine totale 


(pH 4,1) 


(PH 5) 


PM>500 000 Da 


4 


13 


20,9 


30,5 1 


35,5 


46,6 


PM compris entre 
100 000 et 500 000 Da 


13,1 


14,2 


3,8 


15 


12,2 


17,5 


PM compris entre 
30 000 etlOO 000 Da 


4,3 


6,1 


15,1 


5,9 


8,1 


7,3 


PM compris entre 
5 000 et 30 000 Da 


50,2 


46 


35,3 


26,4 


35,4 


22,6 


PM inferieur ou 
egal a 5 000 Da 


28,4 


20,7 


24,9 


22,2 


8,8 


6 



5 

Les 6 fractions proteiques precitees sont constitutes par : 
-une fraction (notee Fl) de tres haut poids moleculaire (entre 
1 000 000 et 1 500 000 Da d'apres l'etalonnage de la colonne), 

- une fraction (notee F2) de poids moleculaire compris entre 250 000 
10 et 350 000 Da surtout visible sur les extraits de farine de graines entieres, 

- une fraction (notee F3) de poids moleculaire compris entre 130 000 
et 180 000 Da, 
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- une fraction (notee F4) qui correspond a un poids moleculaire 
compris entre 17 000 et 22 000 Da, 

- deux fractions de poids moleculaires respectivement d'environ 3300 
Da (F5) et d'environ 2300 a 2600 Da (F6). 

5 Selon les conditions d'extraction, la fraction Fl constitue entre 2,7 et 

50,00 % des proteines et la fraction F4 constitue entre 16 et 52 % (moyenne 40 %) 
des proteines totales. 

On note que, plus le solvant d'extraction contient de sels au depart et 
moins la fraction Fl est importante. 

10 Les extraits obtenus au moyen des exemples de precedes decrits sont 

directement utilisables sous forme liquide ou apres sechage selon les techniques 
conventionnelles de deshydratation (atomisation, lyophilisation ...)■ 

Les fractions proteiques extraites selon les exemples indiques 
precedemment presentent l'avantage, par rapport a l'etat naturel dans lequel elles 

15 se trouvent dans les graines, d'avoir une structure chimique native identique, de 
pouvoir etre partiellement ou totalement purifiees (c'est-a-dire etre debarassees des 
autres constituants des graines tels que les lipides, les fibres, les glucides ou 
analogues), et d'avoir une composition modulable en fonction du precede 
d'extraction et/ou de purification mis en oeuvre (proteines totales de l'extrait brut, 

20 concentre proteique ou fraction(s) proteique(s) purifiee(s). 

On releve, par rapport a la caseine lactique, une solubilite amelioree, 
en plus de I 'origine vegetale renouvelable recherchee dans le domaine cosmetique, 
ce tout en conservant une composition en acides amines proche de la caseine dont 
on connait les proprietes nutritionnelles, hydratantes et filmogenes pour la peau et 

25 lesphaneres. 

Les fractions proteiques peuvent etre utilisees soit sous leur forme 
native sans modification des structures initiales, soit sous la forme d'association(s) 
naturelle(s) de deux ou de toutes les fractions extraites correspondant aux 
differents pics des chromatogrammes representes sur les dessins annexes, ou 
30 encore sous forme isolee, c'est-a-dire utilisation d'une ou de plusieurs fractions 
correspondant a un ou des pics des chromatogrammes precites. 

Les fractions proteiques peuvent egalement etre utilisees sous leur 
forme modifiee ou fonctionnalisee par Tun quelconque des traitements suivants : 

- polymerisation, 

35 - hydrolyse chimique des proteines d'Hibiscus. 

- hydrolyse enzymatique des proteines d'Hibiscus. Dans ce but, des 
proteases provenant d'extraits d'origines animale, vegetale, microbienne ou 
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fongique peuvent etre utilisees pour modifier les proteines d'Hibiscus : Pepsine, 
Trypsine, Chymotrypsine / Papaine, Pronase, Bromelaine / Endoproteinase, 
Thermitase, Proteases de Bacillus subtilis, d' Aspergillus Niger et d'Aspergillus 
Oryzae / Subtilisine, Alcalase, Neutrase. 
5 - transformation microbiologique avec utilisation des proteines 

d'Hibiscus en tant que substrat de fermentation par divers micro-organismes tels 
que des levures (Saccharomyces), des moisissures (du type Aspergillus), des 
bacteries telles que Bacillus ou analogues. 

- fonctionnalisation chimique ou enzymatique par des proceces tels 
10 que la desamidation, la succinylation ou la phosphorylation. 

- quaternisation. 

- greffage de molecules saccharidiques ou lipidiques. 
L'invention a egalement pour objet une composition cosmetique, 

notamment a application topique pour la peau et/ou les phaneres, caracterisee en 

15 ce qu'elle contient en tant que substitut de caseine au moins une fraction proteique, 
preferentiellement soluble, extraite de graines d'Hibiscus esculentus. 

Selon une caracteristique de l'invention, la ou les fraction(s) 
proteique(s) est (sont) extraite(s) de farine non delipidee ou d£lipidee de graines 
entieres ou decortiquees d'Hibiscus esculentus par l'eau ou des solutions salines a 

20 differents pH. 

Selon un mode de realisation preferentiel de l'invention, la ou les 
fraction(s) proteique(s) est (sont) extraite(s) en solution aqueuse sous Taction 
d'ultrasons et cette ou ces fraction(s) proteique(s) est (sont) purifiee(s) par un 
precede de purification choisi dans le groupe forme par la precipitation, 

25 l'adsorption, la chromatographic d'echange d'ions ou d'affinite et l'ultrafiltration. 

La fraction proteique totale ou native au moins presente est choisie 
dans le groupe des fractions proteiques totales et natives extraites de graines 
d'Hibiscus esculentus et presentant en filtration sur gel des poids moleculaires 
apparents de 1 000 000 a 1 500 000 Da, 250 000 a 350 000 Da, 130 000 a 180 000 

30 Da, 1 7 000 a 22 000 Da, 3 300 Da et 2 300 a 2 600 Da. 

La ou les fraction(s) proteique(s) precitee(s) peut (peuvent) consister 
en un hydrolysat chimique ou enzymatique prepare a partir de proteines natives, 
etre obtenue(s) par polymerisation ou depolymerisation de proteines natives ou 
etre chimiquement modifiee(s) par greffage. 

35 Selon un premier mode de realisation de l'invention, la composition 

cosmetique contient au moins deux fractions proteiques de poids moleculaires 
apparents differents. 
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Conformement a un second mode de realisation de 1'invention la 
composition cosmetique contient un extrait de graines d'Hibiscus esculentus 
constitue par l'ensemble des fractions proteiques solubles presentes naturellement 
dans ces graines. 

5 Ladite composition cosmetique selon Tune des revendications 1 a 1 1 , 

caracterisee en ce quelle comporte preferentiellement entre 0,01 % et 50,00 % en 
poids, preferentiellement entre 1 % et 25 % en poids, de fraction(s) proteique(s) 
extraite(s) de graines d'Hibiscus esculentus, telle(s) qu'obtenue(s) par Fun 
quelconque des exemples de procedes d'obtention decrits precedemment. 

10 A titre d'exemples non limitatifs de realisations pratiques de 

1'invention, on decrira ci-apres differents produits ou compositions cosmetiques 
comprenant au moins une fraction proteique soluble extrait de graines d'Hibiscus 
esculentus ou Okra. 
Exemple 1 : 

15 Un produit cosmetique conforme a 1'invention, sous forme de creme de jour 
hydratante et adoucissante pour le visage et le corps pourra, par exemple, 
presenter une composition ponderale, constitute a partir des fractions A, B, C et D 
suivantes, telle qu'indiquee ci-apres. 
Fraction A : 

20 -CutinaMD 14,00% 

- Eutanol G 6,00 % 

- Cetiol B 6,00 % 
-EumulginBl 1,50% 
-EumulginB2 1,50% 

25 Fraction B : 

- Extraits de proteines totales natives d'Hibiscus selon 
l'exemple n° 1 precite 8,00 % 

Fraction C : 

- Allantome 0,20 % 
30 - Methylparaben 0,20% 

-Germall 115 0,30% 

- Eau distillee 62,00% 
Fraction D : 

-Parfum 0,30% 
35 Le procede de preparation et de fabrication de la creme de jour precitee consiste 
essentiellement a chauffer la fraction A a 75° C, a preparer la fraction C a 75° C, a 
verser la fraction A dans la fraction B, sous agitation turbine, a ajouter la fraction 
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C vers 50° C, puis a continuer l'agitation planetaire jusqu'a temperature ambiante 
et, enfin, a ajouter la fraction D. 
Exemple 2 : 

Un produit cosmetique conforme a Tinvention, sous forme de creme reparatrice 
5 restructurante, anti-rides et nourissante pour la nuit pourra, par exemple, presenter 
une composition ponderale, constituee a partir des fractions A, B, C et D 
suivantes, telle qu'indiquee ci-apres. 
Fraction A : 

-Miglyol810 6,00% 
10 -Myrj51 3,00% 

- Arlatone 983 S 2,00% 

- Acide stearique TP 4,00 % 

- Alcool cetylique 3,00 % 
Fraction B : 

1 5 - Propylene Glycol 3,00 % 

- Elestab LS 388 (Laboratoires Serobiologiques) 2,50 % 

- Eau distillee 6 1 ,20 % 
Fraction C : 

- Extraits atomise de proteines natives d'Hibiscus 

20 selon l'exemple n° 9 precite 2,00% 

- Eau distillee 13,00% 
Fraction D : 

- Parfum 0,30 % 

Le precede de preparation et de fabrication de la creme de nuit precitee consiste 
25 essentiellement a preparer et a chauffer les fractions A et B a 75° C, a verser la 
fraction A dans la fraction B, sous agitation turbine, a preparer (separement et 
extemporanement) le solute de la fraction C par agitation de l'atomisat dans Feau 
distillee, a ajouter la fraction C dans Femulsion A + B en cours de refrodissement 
vers 50° C, puis a continuer en agitation planetaire a partir de 45° C et jusqu'a 
30 temperature ambiante, en ajoutant le parfum vers 40° C. 
Exemple 3 : 

Un produit cosmetique conforme a l'invention, sous forme de microemulsion 
protectrice, conditionneuse, coiffante et photoprotectrice pour cheveux pourra, par 
exemple, presenter une composition ponderale, constituee a partir des fractions A, 
35 B, C et D suivantes, telle qu'indiquee ci-apres. 
Fraction A : 

-Brij96 11,80% 
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- Arl atone G 

- Huile de paraffine 
Fraction B : 

- Eau distillee 
5 - Methylparaben 

- Elestab 4112 (Laboratoires Serobiologiques) 
Fraction C : 

- Proteines natives d'Hibiscus sous forme de concentre 
proteique selon Texemple n° 6 precite 

10 - Eau distillee 
F-raclion D : 

- Parfum 
• Twccn 20 

I jc procede de preparation et de fabrication de la micro-emulsion precitee consiste 
15 cNscnticllcment a preparer et a chauffer les fractions A et B a 75° C, a verser la 
fraction A dans la fraction B, sous agitation turbine, a realiser un refroidissement 
progrcssif et, vers 50 ° C, a ajouter la fraction C puis la fraction D, et a poursuivre 
l agitation jusqu'a refroidissement a temperature ambiante et homogeneisation 
partaite. 

20 Bien entendu, Tinvention n'est pas limitee aux modes de realisation 

dccrits et representes aux dessins annexes. Des modifications restent possibles, 
notamment du point de vue de la constitution des divers elements ou par 
substitution ^equivalents techniques, sans sortir pour autant du domaine de 
protection de Tinvention. 



10,00 % 

13,00% 

53,70 % 
0,20 % 
0,30 % 



5,00 % 
5,00 % 

0,20 % 
0,80 % 
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RE VENDIC ATIONS 

1. Utilisation d'au moins une fraction proteique de graines d'Hibiscus 
esculentus ou Okra dans une composition ou un produit cosmetique. 

2. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle contient en tant 
que substitut de caseine au moins une fraction proteique extraite de graines 

5 d'Hibiscus esculentus. 

3. Composition cosmetique selon la revendication 2, caracterisee en 
ce que la ou les fraction(s) proteique(s) est (sont) extraite(s) de farine non 
delipidee ou delipidee de graines entieres ou decortiquees d'Hibiscus esculentus 
par l'eau ou des solutions salines a differents pH. 

10 4. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 

revendications 2 et 3, caracterisee en ce que la ou les fraction(s) proteique(s) est 
(sont) extraite(s) en solution aqueuse sous Taction d'ultrasons. 

5. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterisee en ce que la ou les fraction(s) proteique(s) est 

15 (sont) purifiee(s) par un precede de purification choisi dans le groupe forme par la 
precipitation, l'adsorption, la chromatographic d'echange d'ions ou d'affinite et 
l'ultrafiltration. 

6. Composition cosmetique selon Tune des revendications 2 a 5, 
caracterisee en ce que la fraction proteique totale ou native est choisie dans le 

20 groupe des fractions proteiques totales et natives extraites de graines d'Hibiscus 
esculentus et presentant en filtration sur gel des poids moleculaires apparents de 
1 000 000 a 1 500 000 Da, 250 000 a 350 000 Da, 130 000 a 180 000 Da, 17 000 a 
22 000 Da, 3 300 Da et 2 300 a 2 600 Da. 

7. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 
25 revendications 2 a 6, caracterisee en ce que la ou les fraction(s) proteique(s) 

consiste(nt) en un hydrolysat chimique ou enzymatique prepare a partir de 
proteines natives. 

8. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 2 a 6, caracterisee en ce que la ou les fraction(s) proteique(s) est 

30 (sont) obtenue(s) par polymerisation de proteines natives. 

9. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 2 a 7, caracterisee en ce que la ou les fraction(s) proteique(s) est 
(sont) chimiquement modifiee(s) par greffage. 
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10. Composition cosmetique selon 1'une quelconque des 
revendications 2 a 9, caracterisee en ce qu'elle contient au moins deux fractions 
proteiques de poids moleculaires apparents differents. 

11. Composition cosmetique selon Tune quelconque des 
5 revendications 2 a 9, caracterisee en ce qu'elle contient un extrait de graines 

d'Hibiscus esculentus constitue par l'ensemble des fractions proteiques solubles 
presentes naturellement dans ces graines. 

12. Composition cosmetique selon Tune des revendications 2 a 11, 
caracterisee en ce quelle comporte entre 0,01 % et 50,00 % en poids de fraction(s) 

10 proteique(s) extraite(s) de graines d'Hibiscus esculentus. 
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Categorie " Identification des documents cites, avec, le cas echearrt. f indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



BRYANT ET AL. : "processing, functional, 
and nutritional properties of okra seed 
products" 

JOURNAL OF FOOD SCIENCE, 

vol. 53, no. 3, 1988, pages 810-816, 

XP002049248 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

DATABASE MP I 
Week 8327 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

AN 83-702268 
XP002049249 

& JP 58 088 305 A (NIKKO CHEM CO) 
voir abrege 

-/— 
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j )( | Voir ta suite du cadre C pour la finde la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiquesen annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant retat general de latechnique, non 
considere com me particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date dedepot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de dep6tintemational, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T n document utterieur publie apres ladate da depot international ou la 
date de priorite et happartenenant pas a ret at de la 
technique pertinent mais cite pour comprendre te principe 
ou la theorie constituant ta base der invention 

"X" document particulierement pertinent; V invention revendiquee ne peut 
etre consideree com me nouvette ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent: r" invention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famillede brevets 



Date a taquelle la recherche intemationale a eteeffectivement achevee 



31 juillet 1998 



Date rf expedition du present rapport de recherche intemationale 



06/08/1998 



Nom et adresse postale de radministrationchargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnatre autorise 



Fischer, J. P. 



Formulaire PCT/1S A/210 (deuxidme feuille) (juillet 1992) 
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RAPPORT DE RE 



INTERNATIONALE 



C.(suite> DOCUMENTS CONSIOERES COM ME PERTINENTS 



i an de Internationale No 

PCT/FR 98/00715 



Categorie J Identification des documents cites, avec.ie cas echeant. lindicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



FR 2 679 443 A (FAURE) 29 Janvier 1993 

cite dans la demande 

voir le document en entier 
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Foimulaire PCT/lSA/210 (siite de la deuxieme feuiDe) (juatet 1992) 



XJCID: <WO_9846205A1_l_> 
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Renseignements relatiTs aux membresde families de brevets 



ationate No 

PCT/FR 98/00715 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



FR 2679443 



29-01-1993 



AUCUN 



M." 1 ' 



FofmjJaire PCT/ISA/210 (annexe families de brevets) (jufllei 1992) 
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